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Abstract 
 
近年、わが国では高齢者人口の増加に伴い、骨粗鬆症患者数は年々増加の一途をたどっており、
現在、約１１００万人に達すると言われている。なかでも閉経後骨粗鬆症は更年期を過ぎた女性
に発症し、骨粗鬆症患者数の約８０％を占めることから、現代社会において重要視されている疾
患のひとつである。また、骨粗鬆症を発症することによりロコモーティブシンドロームや認知症
といった二次的な疾患を引き起こす危険性もあるため、薬剤による治療よりも副作用の少ない食
品による早期からの骨粗鬆症の予防が重要である。このことを受け、本研究では食品素材から骨
代謝を改善する機能性成分を見つけ、骨粗鬆症の予防に貢献したいと考えた。  
先行研究により、テングサ科の海藻であるマクサ（Gelidium elegans Kutzing）のメタノール抽
出物（以下 GME）を人為的にエストロゲン産生を減少させた卵巣摘出 -閉経後骨粗鬆症モデルマ
ウス（４週齢、雌性、ddY）に経口投与した結果、骨量減少を抑制する傾向が見られた。このこ
とを受け、本研究では GME に含有される破骨細胞形成抑制成分の同定と、その作用機序の解明
を試みた。 
株化骨芽細胞とマウスの骨中から採取した骨髄細胞の共存培養下に、破骨細胞形成に関与する
サイトカインと GME を添加し、8 日間の培養後、破骨細胞を特異的に染色する酒石酸耐性酸性ホ
スファターゼ（TRAP）染色法により検出された多核破骨細胞の形成数の計数を行った。その結果、
GME は濃度依存的に骨吸収能を有する多核破骨細胞の形成を抑制した。 
活性成分の分離を各種クロマトグラフィーによって精製し、前述の in vitro 試験に供して各分
画物の活性を評価した。その結果、その分画物においても複数の脂溶性画分に破骨細胞形成抑制
作用が見られたことから複数の活性成分の関与が示唆された。作用機序の解明は、GME を添加
した骨髄細胞（マウスから採取）由来の mRNA から合成した cDNA を鋳型として RT-PCR を行い、
破骨細胞形成に関与する転写因子や細胞生存・増殖・アポトーシスに関与する転写因子の発現を
アガロースゲル電気泳動により調べた。その結果、GME 添加により細胞増殖に関与する特定の転
写因子の発現増加が見られた。  
 以上のことから、GME 中の複数の成分が破骨細胞形成を抑制することにより、骨量減少を抑
制していることが考えられる。  
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第 1 章  緒論 
 
１・１  高齢化社会と骨粗鬆症 
 
 平成 22 年国勢調査人口等基本集計結果（平成 23 年 10 月 26 日総務省統計局発表）による
と、我が国の 65 歳以上人口は 2924 万 6 千人であり、これは総人口の 23.0％を占める。前回
の国勢調査結果（平成 17 年実施）と比べると、65 歳以上人口は 357 万 4 千人（13.9%）増加
している。また、総人口に占める 65 歳以上人口の割合を諸外国と比べると、我が国は共に
20.4％であるドイツ及びイタリアを上回り、世界で最も高い水準であることがわかった。さら
に、平成 22 年平均寿命は男性が 79.64 歳、女性が 86.39 歳であり、今後も延伸することが予
想されている。 
 骨粗鬆症は 2001 年に米国立衛生研究所（NIH）で開催されたコンセンサス会議で『骨強度
の低下によって、骨折のリスクが高くなる骨の障害』と定義づけられた。骨粗鬆症は自覚症状
が現れにくく、発見が遅れると寝たきりや、それに伴う二次性の疾患や障害の原因になりかね
ない。 
 その二次的な疾患・障害の代表的なものに「ロコモティブシンドローム（ locomotive 
syndrome）」が挙げられる。ロコモティブシンドロームとは運動器症候群、すなわち、骨、関
節、筋肉に関与する疾患のことであり、運動器の障害により要介護になるリスクが高まった状
態のことを指し、2007 年に日本整形外科学会で提唱された。このロコモティブシンドローム
の原因には「運動器自体の疾患」と「加齢による運動器機能不全」がある。運動器自体の疾患
は、加齢に伴う様々な運動器疾患のことを指し、たとえば、骨粗鬆症や変形性関節症、関節リ
ウマチなどが挙げられ、これらの症状によりバランス能力や体力、移動能力などの低下をきた
す。加齢による運動器機能不全は、筋力低下、持久力低下、反応時間延長、運動速度の低下、
巧緻性低下、深部感覚低下、バランス能力低下などが挙げられる。また、骨粗鬆症で多くみら
れる大腿骨の骨折は寝たきりの原因の2位になっており、年間に12万件を超えると推定され、
約 10％は 1 年以内に死亡し、約 30％は日常生活動作能力が低下する１)ため、寝たきりになる
ことによる認知症や介護者への大きな負担などが問題である。椎体骨折や脊柱骨折は姿勢異常
につながり、内臓を圧迫することで呼吸器や消化器に異常をきたす。このように、骨粗鬆症に
より QOL（Quality Of Life：生活の質）、ADL（Activities of Daily Living：日常生活動作）
の低下が起こる 2,3)ため、さらなる高齢化の進行が考えられる現代社会において、骨粗鬆症は
重要かつ早急に取り組まなければならない問題である。 
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１・２ 骨粗鬆症の分類と現状 
 
 骨粗鬆症は一般に、原発性骨粗鬆症と続発性骨粗鬆症の 2 つに分類される。原発性骨粗鬆症
には閉経後骨粗鬆症や男性における骨粗鬆症がある。閉経後骨粗鬆症は前述したように閉経に
よるエストロゲン欠乏が原因で発症し、男性における骨粗鬆症は加齢とアンドロゲン欠乏によ
って骨形成が低下した結果、骨吸収が骨形成を上回り、リモデリングの平衡が保たれなくなる
ことで発症する４)。続発性骨粗鬆症は甲状腺機能亢進などの内分泌性のものや、カルシウムや
ビタミン D 不足などの栄養性のもの、副腎皮質ステロイドによる薬物性のものなどに分けられ
る。 
 これらの骨粗鬆症のうち、最も患者数が多いのが閉経後骨粗鬆症であり、骨粗鬆症患者の約
9 割を占めている。最近の国勢調査が示しているとおり、男性よりも女性の方が加齢に伴う発
症率が高く約半数がすでに 60歳代で骨粗鬆症を発症している（図 1-2参照）。その理由として、
女性の骨の全体量がもともと男性よりも少ないことや、妊娠や出産、授乳により蓄えられてい
たカルシウムが大量に失われ、その後閉経によるエストロゲンの不足が加わり、骨の減少が一
気に起こることが考えられる。 また、骨粗鬆症は自分自身では気づきにくい疾患であり、自
覚症状が現れたときには既に病状が進行していることが多いといわれている。現在、日本には
1100 万人の骨粗鬆症患者がいるとみられており、欧米においてもほぼ同様の比率の患者が存
在していると推測されている 5)。 
図 1-1 2010 年（平成 22 年）総人口に占める年齢別割合（総務省統計局データ） 
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図 1-2 骨粗鬆症有病率 
 
 
１・３ 骨の機能と構造 
 
人体には約 200 個の骨があり、これらが組み合わさって人体の骨組み、すなわち骨格を形成
している。 
 骨は上腕骨のように長い骨（長骨）、手根骨のように短い骨（短骨）、頭の骨や肩甲骨のよう
に扁平な骨（扁平骨）、腱などの中に存在する小さな骨（種子骨）がある。例えば大腿骨（長
骨）においては、骨の中央部を骨幹、骨の両端を骨端、骨端の部分でも球状の部分を骨頭と呼
ぶ。骨端や骨頭の部分には成人になるまで骨を作り続けていた軟骨組織（骨端軟骨）が線維化
した成長板（骨端板）がある。骨は関節面を除いて骨膜という膜で包まれている。 
骨の機能には大きく分けて 3 つの機能がある 6)。その第一は運動器としてのはたらきであり、
この機能が正常にはたらくためには骨に加わる主に筋による機械的な圧力が必要である。した
がって、慢性疾患などで長期間臥床していると運動器としてのはたらきが顕著に弱まる。第二
の機能はカルシウムなどのミネラルの恒常性を保つはたらきで、骨の吸収と形成におけるミネ
ラルの交換が恒常性維持に役立っている。第三の機能として造血機能がある。骨の内部には骨
髄と呼ばれる造血組織が存在しており、血球は骨髄で産生されている。 
 骨の内部は肉眼的に見て海綿質と緻密質の 2 種の異なる構造を示す。海綿質は文字通り海綿
様の構造で、骨質があまり詰まった状態になっておらず骨頭などにみられる 7)。緻密質は骨質
が密に詰まった状態になっており、骨幹などにみられる。これら 2 種類の構成要素は同じであ
るが、骨細胞や骨組織の配列、比率が異なっている。緻密質や海綿質の内腔は骨髄腔となり、
造血組織である骨髄が詰まっている 8)。 
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１・４ 骨リモデリングと閉経後骨粗鬆症 
 
骨組織は破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成を繰り返し、絶えずつくり変えられ
ている。これをリモデリング（再構築）という。 
破骨細胞はマクロファージの一種であり、細胞は大型で多核である特徴を有する。骨組織の
骨髄腔側への突出を骨梁といい、骨梁と骨梁の間にはくぼみが生じるが、このくぼみに破骨細
胞は多く存在している。破骨細胞は多数の突起様構造物を有し、この部分から骨質の活発な溶
解と吸収が行われる。 
骨芽細胞は骨細胞に分化する細胞であり、骨内膜や骨膜に多く分布している。骨芽細胞はプ
ロコラーゲンを開口分泌によって細胞外へ放出し、その結果、Ⅰ型コラーゲンが細胞の周りに
分布することになる 9)。骨芽細胞はまた基質小胞と呼ばれる小さな膜で包まれた構造物を細胞
外へ放出する。この中にはアルカリホスファターゼが存在し、これによって局所的リン酸濃度
を上昇させる。さらに、オステオカルシンと呼ばれる糖タンパク質も分泌し、これも細胞外の
カルシウムイオンと結合して局所の濃度を上げる 10)。これらによって骨が強固なものとなる。 
骨の形成と吸収の量は大人で概ね 1 日 500 mg のカルシウムが骨から血中へと骨の吸収活性
により移行する一方で、骨の形成に伴いほぼ同量のカルシウムが血中から骨へと移行するとさ
れている 11)。骨の形成と吸収のバランスの崩れが骨の吸収側に傾いた状態で長期にわたって持
続することで骨量が減少し、骨がその強度の低下により骨折しやすくなる状態、すなわち骨粗
鬆症に至る。 
閉経後骨粗鬆症はエストロゲン欠乏により急激に破骨細胞が増加することに起因する。その
機序はエストロゲン欠乏により、インターロイキン-１（IL-1）、腫瘍壊死因子（TNF）、顆粒
球単球コロニー刺激因子（GM-CSF）などのサイトカイン濃度が上昇するためであると考えら
れている。IL-1 の骨吸収作用としては、コラゲナーゼ産生の亢進、プロスタグランジン E₂の
分泌亢進、また、破骨細胞形成を促進するサイトカインであるインターロイキン-6（IL-6）の
産生も促進するといわれている 12)。このようにエストロゲンはサイトカインを中心とした局所
因子にも影響を与え、間接的に骨代謝に関与している。 
低エストロゲン環境になると、骨吸収の亢進に引き続き、血中カルシウム濃度が高値となる
ため、腸管からのカルシウムの吸収促進作用を有する 1α,25(OH₂)D₃産生も低下する。また、
副甲状腺ホルモン（PTH）の分泌も低下する 13)ため、骨芽細胞機能が低下し、骨量が減少す
る。一方、カルシトニンは破骨細胞に受容体が存在し、破骨細胞に直接作用して骨吸収を抑制
するが、エストロゲン欠乏はカルシトニンの分泌を抑制することから、骨吸収は亢進される。
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このようにしてエストロゲンは PTH、カルシトニンなどのホルモンやビタミン D などに作用
して、間接的に骨代謝や骨量に影響を及ぼす 14-16)。 
 
 
１・５  予防医学と機能性食品 
 
 現在、日本で用いられている骨粗鬆症の治療薬には、カルシウム製剤 17)（L-アスパラギン酸
カルシウム、リン酸水素カルシウムなど）、女性ホルモン製剤 18,19)（エストリオール、17β-
エストラジオールなど）、活性型ビタミン D 製剤 20,21)（アルファカルシドール、カルシトリオ
ールなど）、ビタミン K₂製剤 22,23)（メナテトレノンなど）、ビスフォスフォネート製剤 24-26)（エ
チドロン酸ナトリウム、アレンドロン酸ナトリウム水和物など）、選択的エストロゲン受容体
モジュレーター（SERM）27-29)（塩酸ラキシフェロンなど）、カルシトニン製剤 30,31)（エルカ
トニン、サケカルシトニンなど）、イソフラボン系薬剤 32)（イプリフラボンなど）、蛋白同化ホ
ルモン製剤 33,34)（デカン酸ナンドロロンなど）が用いられている。 
 しかし、これらの薬物は高価であり、骨粗鬆症と診断されてから初めて使用可能となるため、
骨粗鬆症の予防に用いることはできない。また、満足な治療効果が得られない治療薬も少なく
ない。カルシトニンについては薬剤の耐性が出現しやすいことや経口投与が不可能なこと、活
性型ビタミン D₃については十分な効果が得られないことや高カルシウム血症を生じやすいこ
と、ビスフォスフォネート製剤については骨形成を阻害してしまうことなどの問題点を有して
いる。他にも、エストロゲン製剤は 6 ヶ月にわたる長期投与の間に腹部膨満、乳房痛、悪心な
どの消化器症状、子宮や膣からの不正性器出血などの副作用が発生することがある 35)。 
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表 1-1 骨粗鬆症治療薬の種類とそのはたらき 
骨形成促進剤 骨吸収抑制剤 
◆ カルシウム製剤 
カルシウム補充 
◆ 活性型ビタミン D₃製剤 
腸管からのカルシウム吸収促進 
◆ ビタミン K₂製剤 
骨形成促進 
疼痛改善 
◆ 女性ホルモン製剤 
エストロゲン機能による破骨細胞機能抑制 
◆ ビスフォスフォネート製剤 
破骨細胞機能抑制 
◆ 選択的エストロゲン受容体モジュレーター 
   エストロゲン機能による破骨細胞機能抑制 
◆ カルシトニン製剤 
破骨細胞機能抑制 
◆ イソフラボン系薬剤 
  エストロゲン機能による破骨細胞機能抑制 
  
したがって、治療薬ではなく食品による骨粗鬆症予防が期待されているとともに、早期から何
かしらの予防をする「予防医学」という考えが重要である。その予防医学の考えにはヘルスフ
ード、すなわち機能性食品の存在が大きい。食品が有する機能は、一次機能（栄養機能：生命
現象を営むために必要不可欠な食品成分としての機能）と、二次機能（感覚機能：ヒトの感覚
機能によって嗜好に影響を及ぼす因子が含まれる機能）、三次機能（生体調節機能：生理機能
を調節するはたらきを持つ機能）に分類される。ヘルスフードは、食品の三次機能による疾病
の予防及び治療に貢献するプラスアルファの栄養素のことであり、この機能を強化した食品を
機能性食品という。ヘルスフードの要件は、①科学的な有効性が証明されていること、②安全
であること、③作用メカニズムが解明または推定されていることの 3 点が十分に確保されてい
ることを必須条件としている 36)。 
 わが国の食品は、一般食品（健康食品含む）、保健機能食品（特定保健用食品、栄養機能食
品）、特別用途食品に分類されている。その中でも、特定保健用食品は有効性や安全性につい
ての審査を通過できればその有効性を表示することが可能であり、また、特定保健用食品市場
規模が年々増加していること（財団法人 日本健康・栄養食品協会（2007））や、特定保健用
食品の累積許可件数が増加し続けていること（消費者庁（2010））から、新規機能性食品を見
出すことは現代社会において多くの人々の健康に寄与できる可能性があると考えられる。 
 現在、骨関連の特定保健用食品には、①ミネラルの吸収を助ける食品、②ミネラルの吸収を
助け、お腹の調子を整える食品、③骨の健康が気になる方の食品がある。ミネラルの吸収を助
ける食品としては、クエン酸リンゴ酸カルシウム 37)や、腸管内でリン酸カルシウムが沈殿する
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のを防ぎ、カルシウムの吸収を促進させるはたらきがあるカゼインフォスフォペプチド（CPP）
38)、フラクトオリゴ糖 39)などがある。骨の健康が気になる方の食品としては、エストロゲン様
作用を有する大豆イソフラボン 40)や、骨吸収の抑制と骨形成の促進にはたらく乳塩基性タンパ
ク質（MBP）41)やビタミン K2 42)などがある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1-3 食品、医薬品の分類 
 
 
１・６ 本研究の意義と概要 
 
 骨粗鬆症を予防する根本的な対策としては、20 歳代前半（図 1-4 では成人期）で最大骨量を
増加させるか、または、最大骨量からの減少を緩やかにし、急激な骨量減少を避けることが挙
げられる。 
 そのためには、成長期からの継続的なカルシウム摂取 43)と骨に適度な負荷のかかる運動が重
要である 44)。しかし、日本人のカルシウム摂取量の慢性的な不足や、交通機関の発達に起因す
る運動不足など、骨量の維持に不利な条件を考え合わせるとカルシウム摂取の奨励のみでは対
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応しきれず、骨量減少抑制作用を持つ機能性食品の有用性は高いと考えられる。 
 これまでの研究においてさまざまな食品素材の骨量減少抑制作用が調べられてきたが、紅藻
の「マクサ」（後述）にその有用性が認められた。本研究ではこのマクサ抽出物に含まれる破
骨細胞形成抑制成分の同定と、作用機序の解明を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1-4 骨量の変化 
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第 2 章  破骨細胞形成抑制作用成分の同定 
 
２・１ はじめに 
マクサ（図 2-1）は、学名を Gelidium elegans Kutzing と称し、紅藻類テングサ目テングサ
科に分類される。北海道西岸、本州、四国、九州、南西諸島の低潮線付近から潮下帯の岩上に
生育している。藻体は扁平で細く、羽状に分枝し、濃い赤紫色を呈する。古くから食品原料と
しても利用されており、マクサを熱水抽出後にろ過し、凝固させたものが「ところてん」であ
り、それを凍結乾燥させたものが寒天である。前述したようにマクサに関して、破骨細胞形成
抑制作用が見出されたことを受け、本研究ではマクサが有する破骨細胞形成抑制成分の同定を
試みた。 
 一般に、骨というものは骨リモデリングによって骨量が維持されている 45,46)。リモデリング
サイクルは破骨細胞による骨吸収によって開始された骨芽細胞による骨形成が続くことで、バ
ランスがうまく保たれ、骨量を維持している。骨粗鬆症における骨量減少メカニズムで中心的
な位置を占める破骨細胞は、骨粗鬆症に対する様々な治療薬開発の重要な標的として研究が推
進されている。 
破骨細胞は造血幹細胞を起源とし、数個の細胞が融合し形成される高度に分化した多核巨核
細胞である 47,48)。その前駆細胞は骨表面において骨芽細胞系の細胞と直接的な触媒を介して相
互作用を受けながら分化･融合し、骨吸収活性を有する破骨細胞が形成される。1998 年、骨芽
細胞膜から破骨細胞前駆細胞への分化誘導シグナルの分子本体が同定され 49,50)、破骨細胞分化
の調節機構の解明が急速に進歩した。RANKL と呼ばれるこの因子は TNF リガンドファミリ
ーに属し、骨芽細胞／骨髄間質細胞の膜表面に発現され破骨細胞前駆細胞膜上の受容体
（RANK：receptor activator of nuclear factor-κB）に結合し、破骨細胞分化を誘導する（図
2-2）。これまでに知られている多くの骨吸収促進因子（活性型ビタミン D3、PTH、IL-1、IL-6
など）のほとんどは骨芽細胞の RANKL 発現を促進すること、RANKL もしくは RANK 遺伝
子の欠失は c-fos、nuclear factor-κB（NF-κB）ノックアウトと同様に、重度の大理石骨病を
呈する 51)ことから、RANKL と RANK 間のシグナルは破骨細胞分化にとって必須である 52)。
また、RANKL の受容体である RANK を破骨細胞の前駆細胞に発現させる因子として M-CSF
が存在し、破骨細胞前駆細胞の生存・分化に必須であることが示された 53)。これらのことから、
破骨細胞分化に必要とされていた骨芽細胞のような分化支持細胞なしでも、破骨細胞前駆細胞
をM-CSFとRANKL の存在下で培養することで破骨細胞を誘導することができるようになり、
破骨細胞分化を制御するシグナル伝達の分子レベルでの研究が可能になった。 
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本実験では、骨髄細胞および骨芽細胞を用いた試験によりマクサ分画物の破骨細胞形成抑制
作用を評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-1 マクサ 
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図 2-2 RANK-RANKL シグナル経路 
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２・２  実験方法 
 
1） 試料の抽出 
マクサは三重県尾鷲市で採取したものを使用した。抽出は、水洗いした生のマクサの水気を
切り、ミキサーで粉砕したものに 99.5％一級メタノール（和光純薬工業株式会社）を加え 5
日間静置した。抽出後、ろ液を減圧乾固し、得られた深緑色のサンプルをマクサメタノール抽
出物（Gelidium elegans Kutzing methanol extract：GME）とした。GME はメタノールに
溶解させ使用した。収率は 0.6％だった。 
 
2）GME の分画 
 GME を分液ろうとを用いた 2 液分液法に供した。 
 
3）GME 酢酸エチル画分の分画 
 GME 酢酸エチル画分をフラッシュカラムクロマトグラフィーに供した。 
 
４）GME 酢酸エチル画分 Fr.13 の分画 
 GME 酢酸エチル画分フラクション(Fr.)13 を Preparative Layer Chromatography（PLC）
に供した。 
 
5）GME 酢酸エチル画分 Fr.13-17 の分画 
 GME 酢酸エチル画分 Fr.13-17 を Sep-pak（Silica）に供し、順相カラム（5 SL-Ⅱ cosmosil：
ナカライテスク,φ20×250 mm,ヘキサン：クロロホルム＝1:1）を用いた HPLC に供した 
 
6）培地の調製 
粉末の α-MEM（ALPHA MODIFICATION OF EAGLE’S MEDIUM）培地（MP Biomedicals, 
LLC）10.09 g を滅菌水 1 L に溶解させ、7.5％炭酸水素ナトリウム溶液 28 mL を添加した。
スターラーを用いて溶解させたあと、pH を 6.8～7.3 に調整し、滅菌フィルターを用いてろ過
滅菌した。これを 500 mL ずつ滅菌したメジューム瓶に分け冷蔵保存した。使用前に非働化処
理したウシ胎児血清（Fetal Bovine Serum：FBS, EQUITECH-BIO, INC）を 10％添加し、
細胞培養に用いた。 
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7）リン酸緩衝溶液（PBS(-)）の調製 
4.0 g の NaCl（和光純薬株式会社）、1.45 g の Na2HPO4･12H2O（和光純薬工業株式会社）、
0.1 g の KCl（和光純薬工業株式会社）および 0.1 g の KH2PO4（和光純薬工業株式会社）を純
水 500 mL に溶解し、オートクレーブ（121℃, 15 分）にかけた。 
 
8）骨髄細胞の採取法 
 ddY マウス（動物の飼育、管理については後述）、雄性、5～7 週齢（日本エスエルシー）を
頚椎脱臼で屠殺し、70％エタノールで全体を殺菌･消毒した。無菌状態を保ったクリーンベン
チ内でマウス後肢の皮膚を切開し脛骨、大腿骨を採取し、シャーレ上で付着筋肉を剥離した。
脛骨、大腿骨それぞれの両端を切り落とし、26G の針を付けたシリンジを用いて α-MEM で骨
髄細胞を含む骨髄腔内物を洗い出した。洗い出された細胞懸濁液を 1,550 rpm で、5 分間遠心
した。その後、上清をアスピレートし、10％FBS 含有 α-MEM を加え懸濁した。 
 
9）骨髄細胞と骨芽細胞様細胞株の共存培養を用いた破骨細胞形成抑制試験 
 マウスの脛骨、大腿骨から採取した骨髄細胞 3.0×107 cells と、骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 
1.5×106 cells を 10％FBS 含有 α-MEM 15 mL に懸濁させ、96 well-plate 2 枚（MTT assay
用と TRAP 染色用）に 100 μL/well で播いた。1α,25(OH)2VD3（Enzo Life Sciences）（最終濃
度 4.166 μg/L）と PGE2（Cayman Chemical Company）（最終濃度 3.525×102 μg/L）および
サンプル群にはサンプルを添加し、200 μL/well とした。CO2インキュベーター（37℃、CO2
濃度 5％）で 3 日間培養後、上清を 150 μL 除去し、10％FBS 含有 α-MEM（1α,25(OH)2VD3、
PGE2およびサンプル群にはサンプル含む）を 150 μL 添加した。再び、CO2インキュベータ
ーで 4 日間培養後、MTT assay と TRAP 染色法により破骨細胞形成抑制作用を評価した（MTT 
assay と TRAP 染色法については後述）。 
 
10）MTT assay 
 細胞生存率を評価するために行なった。培養後、上清 100 μL を除去し、5 mg/mL in PBS(-)
に調製した Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, approx. 98% TLC（SIGMA）溶液を 20 
μL/well 添加した。CO2 インキュベーターで 30 分間インキュベートしたあと上清を除去し、
ジメチルスルホキシドを 100 μL/well 添加した。タッピングし、細胞が溶解したのを確認後、
計測波長 570 nm に設定した吸光度計にて吸光度を測定した。 
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11）TRAP 染色法 
 上清を除去し、10％ホルマリン含有 PBS(-)を 50 μL/well 加え、15 分間室温で静置した。10％
ホルマリン含有 PBS(-)除去後、99.5％エタノールを 100 μL/well 加え、2 分間室温で静置した。
99.5％エタノール除去後、室温にて乾燥させ、乾燥を確認したらTRAP反応液（Naphtol AS-MX 
phosphate（SIGMA）2.5 mg、N,N-ジメチルホルムアミド（和光純薬工業株式会社）0.25 mL、
50 mM 酒石酸ナトリウム/0.1 M 酢酸ナトリウムバッファー（pH 5）25 mL、Fast Red Violet 
LB salt（SIGMA）15 mg を 50 μL/well 加え、60℃で 24 時間乾燥させた。TRAP 陽性であり、
核を2個以上有する細胞をTRAP陽性多核破骨細胞として1 well当たりの細胞数を計測した。 
 
12）動物の飼育、管理 
 実験動物は ddY マウス（日本エスエルシー）を用いた。マウスは温度 25℃前後、湿度 60％
前後の環境下で、1 ケージあたり 3～6 匹で飼育した。明暗周期は、AM8:00～PM8:00 を明期、
PM8:00～AM8:00 を暗期とした。水および飼料（MR ストック・日本農業工業）は自由摂取と
した。なお、実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準(平成 18 年 4 月 28 日環
境省告示第 88 号)、東京海洋大学の実験動物等取り扱い規則にしたがって、動物実験を実施し
た。 
 
13）統計処理 
 Student の T 検定を用いた。 
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２・３ 結果  
 
２・３・１ GME の水と酢酸エチルによる分画 
 
 抽出操作によりマクサから GME4.4 g を得た。これを用いた活性試験の結果を図 2-3 に示し
た。この結果から、GME 添加による濃度依存的な破骨細胞形成抑制作用と、MTT の低下がみ
られた。 
GME を水と酢酸エチルに溶解し、分液ろうとに入れた。その後、ろうと中の空気を抜きな
がら混和し、分離した酢酸エチル層（上層）と水層（下層）を水層から順に三角フラスコに得
た。水層を分液ろうとに戻し、新たな酢酸エチルを加えて再度混和し、各層をフラスコに得た。
これを 3 回繰り返した。これらの得た画分を減圧乾固させ、それぞれ GME 水分画物と GME
酢酸エチル分画物とした（図 2-10）。分画物の活性試験結果を図 2-4 に示した。活性試験の結
果、酢酸エチル画分に活性がみられた。 
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図 2-3 多核破骨細胞形成に及ぼす GME の影響 
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図 2-4 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 分画物の影響 
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２・３・２ GME 酢酸エチル画分の分画 
 
活性のみられた GME 酢酸エチル画分をフラッシュカラムクロマトグラフィ （ーsilica gel 60 
N,φ 8 cm×60 cm）に供し、ジクロロメタン：アセトン＝100:0, 95:5, 90:10, 80:20, 70:30、
ジクロロメタン：メタノール＝90:10, 80:20, 0:100、95%メタノール(各 1 L)で順次溶出し、Fr.1
～25を得た。さらに活性試験を行った結果を図 2-5（pp.19~25）に示した。これより、Fr.20~23、
Fr.24、Fr.25 に MTT の低下が見られた。また、Fr.1~2、Fr.3、Fr.9~11、Fr.12、Fr.13、Fr.14~16、
Fr.17、Fr.18~19 に破骨細胞形成作用がみられたが、この中で最も活性が強く、TLC 分析によ
り純度が高いと考えられた Fr.13 をさらに分画することにした。 
 
表 2-1 分画結果 
フラクションNo. 重量(mg) 収率（％）
1～2 32.4 0.7
3 44.9 1.0
4 107.2 2.4
5～6 347.4 7.9
7～8 76 1.7
9～11 23.9 0.5
12 21.7 0.5
13 324 7.4
14～16 602.5 13.7
17 196.5 4.5
18～19 51.3 1.2
20～23 762.7 17.3
24 42.9 1.0
25 101.1 2.3
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図 2-5 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル分画物の影響（1）（pp. 19～25） 
 
骨髄細胞と骨芽細胞様細胞株の共存培養を用いた破骨細胞形成抑制試験を行った。5 週齢の
雄マウスの大腿骨と脛骨から採取した骨髄細胞と、骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 との共存培養
を行い、サンプル群に GME 酢酸エチル分画物を上記の濃度で添加し、1α,25(OH)₂VD₃と PGE
₂存在下で 8 日間培養した。培養後、MTT assay と TRAP 染色を行った。サンプル核濃度に対
して同量のジメチルスルホキシドを培地に添加したものを Control（100％）とした。薄色の
カラムは細胞生存率を、濃色のカラムは TRAP 陽性破骨細胞数の割合を示す。各点は 3 点の平
均値±標準偏差を示す。 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05）
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図 2-5 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル分画物の影響（2） 
 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05） 
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図 2-5 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル分画物の影響（3） 
 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05） 
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図 2-5 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル分画物の影響（4） 
 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05） 
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図 2-5 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル分画物の影響（5） 
 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05）
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図 2-5 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル分画物の影響（6） 
 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05） 
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図 2-5 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル分画物の影響（7） 
 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05） 
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２・３・３ GME 酢酸エチル画分 Fr.13 の分画 
 
GME 酢酸エチル画分 Fr.13 を Preparative Layer Chromatography（PLC）に供した。20
×20 cm（厚さ 0.25 mm）のシリカゲルプレート 1 枚に約 30 mg のサンプルをスポットした。
溶媒の組成は TLC の結果から、ジクロロメタン：アセトン＝95：5 にした（全量は 200 mL）。
展開槽に溶媒を入れ、揮発させるために 1 時間放置したあと、プレートを展開させた。展開後、
各フラクションごとに削り取り、アセトンに浸漬し抽出した（3 回抽出）。シリカゲルからの溶
出が不十分であった場合はジクロロメタンで 3 回抽出した。この操作から、Fr.13-1～13-22 を
得た。 
 展開後の TLC と各フラクションの重量、収率は次頁に示した。 
 
分画スキーム（図 2-9）中の Compound A は NMR の結果から、以下に示したコレスタ-5-
エン-オール（コレステロール）であることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-6  Compound A の構造式 
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TLC 上の No. サンプル No. 最終重量(mg) 収率（％） 
【1】 13-1 14.3  0.32  
【2】,【3】 13-2～3 5.3  0.12  
【4】 13-4 1.4  0.03  
【5】～【7】 13-5～7 13.1  0.30  
【8】 13-8 2.7  0.06  
【9】,【10】 13-9～10 17.1  0.39  
【11】 13-11 48.6  1.10  
【12】,【13】 13-12～13 42.7  0.97  
【14】,【15】 13-14～15 58.1  1.32  
【16】 13-16 16.9  0.38  
【17】 13-17 28.6  0.65  
【18】 13-18 6.4  0.15  
【19】 13-19 4.4  0.10  
【20】～【22】 13-20～22 6.0  0.14  
 
図 2-7 分画結果 
 
【1】
【2】 【3】 【4】
【22】 【21】 【20】
【6】
【7】
【8】
【9】
【10】
【11】
【12】
【13】
【14】
【15】
【16】
【17】【18】
【19】
【5】
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図 2-8 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル Fr.13 分画物の影響（1）（pp.28～34） 
 
骨髄細胞と骨芽細胞様細胞株の共存培養を用いた破骨細胞形成抑制試験を行った。5 週齢の
雄マウスの大腿骨と脛骨から採取した骨髄細胞と、骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 との共存培養
を行い、サンプル群に GME 酢酸エチル Fr.13 分画物を上記の濃度で添加し、1α,25(OH)₂VD₃
と PGE₂存在下で 8 日間培養した。培養後、MTT assay と TRAP 染色を行った。サンプル核
濃度に対して同量のジメチルスルホキシドを培地に添加したものを Control（100％）とした。
薄色のカラムは細胞生存率を、濃色のカラムは TRAP 陽性破骨細胞数の割合を示す。各点は 3
点の平均値±標準偏差を示す。 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05）
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図 2-8 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル Fr.13 分画物の影響（2） 
 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05） 
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図 2-8 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル Fr.13 分画物の影響（3） 
 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05） 
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図 2-8 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル Fr.13 分画物の影響（4） 
 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05） 
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図 2-8 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル Fr.13 分画物の影響（5） 
 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05） 
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図 2-8 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル Fr.13 分画物の影響（6） 
 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05） 
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図 2-8 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル Fr.13 分画物の影響（7） 
 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05） 
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２・３・４ GME 酢酸エチル画分 Fr.13-17 の分画 
 
GME 酢酸エチル画分 Fr.13-17 を Sep-pak（Silica）に供し、ジクロロメタン、メタノール
で順次溶出し、Fr.13-17-1 および-Fr.13-17-2 を得た。Fr.13-17-1 を順相カラム（5 SL-Ⅱ 
cosmosil,φ20×250 mm, ヘキサン：クロロホルム＝1:1, 流速 5.0 mL/min）を用いた HPLC
に供した。この操作から Fr.13-17-1-1～13-17-1-23 を得た。これらのうち、収率の高かったフ
ラクションを活性試験に供した。 
 
表 2-2 分画結果 
 
サンプル No. 重量(mg) 収率(%) 
Fr.13-17-1-1 ~0 ~0 
Fr.13-17-1-2 ~0 ~0 
Fr.13-17-1-3~5,16 4.9 0.1 
Fr.13-17-1-6~8 1.5 0.03 
Fr.13-17-1-9~15 4.7 0.1 
Fr.13-17-1-17~23 ~0 ~0 
 
 36 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-9 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル Fr.13-17 分画物の影響（1） 
 
骨髄細胞と骨芽細胞様細胞株の共存培養を用いた破骨細胞形成抑制試験を行った。5 週齢の
雄マウスの大腿骨と脛骨から採取した骨髄細胞と、骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 との共存培養
を行い、サンプル群に GME 酢酸エチル Fr.13-17 分画物を上記の濃度で添加し、1α,25(OH)₂
VD₃と PGE₂存在下で 8 日間培養した。培養後、MTT assay と TRAP 染色を行った。サンプ
ル核濃度に対して同量のジメチルスルホキシドを培地に添加したものを Control（100％）と
した。薄色のカラムは細胞生存率を、濃色のカラムは TRAP 陽性破骨細胞数の割合を示す。各
点は 3 点の平均値±標準偏差を示す。 
MTT 活性（＊＊＊：p<0.005,＊＊：p<0.01,＊：p<0.05） 
TRAP 活性（＋＋＋：p<0.005,＋＋：p<0.01,＋：p<0.05）
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図 2-9 多核破骨細胞形成に及ぼす GME 酢酸エチル Fr.13-17 分画物の影響（2） 
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図 2-10 GME の分画スキーム 
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２・４ 考察 
 
 図 2-3 より、GME の破骨細胞形成抑制作用と共に、高濃度群において MTT の低下が見
られた。この段階では細胞毒性（MTT の低下）によって破骨細胞形成抑制が起きているとい
う見解も可能である。しかし、その後の分画物試験結果（図 2-5）において、Fr.20～23、Fr.24、
Fr.25 において MTT の低下が確認され、それらのフラクションとは別に破骨細胞形成抑制活
性を有するフラクション（Fr.1~2、Fr.3、Fr.9~11、Fr.12、Fr.13、Fr.14~16、Fr.17、Fr.18~19）
が確認されたため、GME の活性は細胞毒性によるものではないということが示唆された。 
GME 中に含まれる破骨細胞形成抑制成分は、水と酢酸エチルによる分画（図 2-4）から脂
溶性画分に含まれており、さらに複数の成分が関与していることが示唆された。活性を有する
複数のうち、最も活性が強く、純度が高かった酢酸エチル画分 Fr.13 を分画することにした。
その酢酸エチル画分 Fr.13 の PLC による分画の結果（図 2-8）から、酢酸エチル画分 Fr.13-17
と Fr.13-18 に活性が見られた。収率の高かった Fr.13-17 を分画し、収量の多いフラクション
を活性試験に供した（図 2-9）が、活性があると思われるものはなかったため、活性本体は今
回活性試験に供することのできなかった微量成分であると考えられる。 
活性成分の特定には至らなかったが、活性成分は脂溶性成分であることは明らかになった。
生物の産生する主な脂溶性成分には脂肪酸や脂溶性色素、脂溶性ビタミンが知られている。こ
れらの脂溶性成分のうち、カロテノイドの一種であるリコピン 56)やフコキサンチン 57)につい
て破骨細胞形成抑制作用が報告されている。しかし、マクサにリコピンやフコキサンチンが含
まれているという報告はないため、GME 中の活性成分はこれらの成分ではないと考えられる。 
また、海藻ではいずれもフコキサンチンを含むことを特徴とする褐藻のアカモク 58)とトゲモ
ク 59)が、破骨細胞形成抑制作用を有することが報告されている。これらの活性成分は文献的に
は明らかにはなっていない。さらに、マクサ以外の紅藻類で破骨細胞形成抑制作用を有するも
のの報告はない。 
マクサに含まれる成分の特徴として、紅藻類に含まれる色素であるクロロフィル a とフィコ
ビリンタンパクがある。これらの成分が破骨細胞形成抑制作用を有するという報告はないため、
GME 中の破骨細胞形成抑制成分は他の脂溶性成分であると考えられる。 
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第 3 章  破骨細胞形成抑制作用機序の解明 
 
３・１ はじめに 
 
第 2 章で GME 中の破骨細胞形成抑制成分の解明が進んだ。このことを受け、生体内でどの
ような機序によって GME が破骨細胞形成を抑制するのかを調べた。 
第 2 章で述べたように、破骨細胞形成は RANKL と RANK が結合し、各種転写因子を活性
化させ、TRAP、カテプシン K、カルシトニン受容体などの破骨細胞特異的遺伝子を発現する
ことによって起こる 60,61)。RANKL-RANK は結合後、TRAF6 を介して Mitogen-Actiated 
Protein Kinase (MAPK)、Nuclear Factor-κB (NF-κB)を活性化する 62,63)。また、c-Fos を誘
導し、Activator Protein 1 (AP-1)を活性化させる。これらのシグナルに依存して Nuclear 
Factor of Activated T cells c1(NFATc1)が誘導され、カルシウムシグナルで活性化されて核移
行し、破骨細胞特異的転写プログラムのスイッチを入れる 64-66)。NFATc1の標的遺伝子として、
TRAP、カテプシン K、カルシトニン受容体といった破骨細胞分化特異的な遺伝子が明らかに
なっている 67,68)。 
先行研究において、GME が M-CSF と c-fms の結合を阻害することにより破骨細胞形成を
抑制しているということが推測された。このことを受け、本研究では、別の破骨細胞形成抑制
経路として考えられる RANK と RANKL が結合した後に起こるシグナル伝達経路に着目し、
GME 添加による経路内の複数の転写因子の活性の変化を調べることにより、GME の作用機
序の解明を試みた。 
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３・２ 実験方法 
 
1）骨髄細胞培養による破骨細胞分化誘導 
 マウスの脛骨、大腿骨から採取した骨髄細胞を M-CSF（R&D SYSTEMS）（10 ng/mL）を
添加した 10％FBS 含有 α-MEM 10 mL に懸濁させ、10 cm ディッシュに播種した。CO₂イン
キュベータ （ー37℃、CO₂濃度 5％）で一晩培養後、非接着性細胞を含む上清を回収し、M-CSF
（R&D SYSTEMS）（30 ng/mL）を添加した新たな 10％FBS 含有 α-MEM 10 mL に懸濁させ
10 cm ディッシュに播種した。CO₂インキュベーターで 3 日間培養後、上清を除去し、接着性
細胞を回収した。これを細胞数 1.0×10⁵ cells/mL に調製し、M-CSF（30 ng/mL）と RANKL
（PEPROTECH）（100 ng/mL）を添加した新たな 10％FBS 含有 α-MEM 10 mL に懸濁させ、
細胞培養用 10 cmディッシュに播種した。これをCO₂インキュベーターで 4日間培養した後、
接着性細胞を回収して RNA 抽出に用いた。 
 
2）Total RNA の抽出 
 ディッシュから上清を除去し、PBS ウォッシュ後、セパゾール RNA Ⅰ Super G（ナカラ
イテスク株式会社）を添加して細胞を分散させた。セルスクレイパーを用いて細胞とその分解
物をかき集め、サンプルチューブに採取した。これにクロロホルムを加えボルテックスで攪拌
し、4℃、12000 rpm で 15 分間遠心分離した。遠心分離後、水層（最上層）を新たなサンプ
ルチューブに移し、水層と等量の 2-プロパノールを加えて転倒混和後、ボルテックスで攪拌し
た。これを 4℃、12000 rpm で 10 分間遠心分離し、チューブを逆さにして上清を除去した。
沈殿に 75％エタノールを加えゆっくりと転倒混和した。これを 4℃、12000 rpm で 10 分間遠
心分離し、チューブを逆さにして上清を除去後、チューブのふたを開けた状態で風乾した。20 
μLのDEPC処理水に一晩浸漬し溶解させ、total RNA抽出液とした。RNAの濃度は total RNA
抽出液を 100 倍希釈して、OD260 nm で測定した吸光度から、次式により換算した。 
 
RNA＝OD260 nm×希釈倍率×40 μg/mL 
 
3）cDNA の合成と RT-PCR 
 2 μg の total RNA に対して、以下の試薬を加えてよく混合した。サーマルサイクラーを用
いて 30℃で 10 分間、42℃で 60 分間、99℃で 5 分間反応させ、cDNA を合成した。 
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Total RNA (2 μg 相当)        X μL 
10 μM Oligo (dT)20            0.5 μL 
5×RT Buffer                     4 μL 
2.5 mM dNTP                     8 μL 
100 units/μL Rever Tra Ace       0.5 μL 
DEPC 水                         Y μL           
Total                            20 μL/tube  (X +Y=7) 
 
合成した cDNA 1 μL に対して、以下の試薬を加えてよく混合した。サーマルサイクラーを用
いて 4℃で 2 分間、94℃で 3 分間、その後 94℃で 30 秒、56℃で 30 秒、72℃で 45 秒を 35 サ
イクル反応させ、72℃で 7 分間反応させた。用いたプライマーは以下に示した。 
 
cDNA                             1 μL 
10×PCR Buffer                   2.5 μL 
2.5 mM dNTP                       2 μL 
DPEC 水                         17.3 μL 
10 μM プライマー（Forward）       1 μL 
10 μM プライマー（Reverse）        1 μL 
5 units/μL Takara Taq             0.2 μL       
total                              25 μL/tube 
  
 
表 3-1 使用したプライマー 
遺伝子 分子量 Forward PRIMER Reverse PRIMER 
c-Fos 264 GTCCGTCTCTAGTGCCAACTTT CTCCGTTTCTCTTCCTCTTCAG 
NFATc1 252 GAGCCCATTATGAAACTGAAGG CAGGTAGAAGTGGGATTTCCAG 
NF-κB 253 TATGTGGAGATCATCGAACAGC GGTCAGCCTCATAGTAGCCATC 
JNK 249 ATGATCCTTCAGAAGCAGAAGC GGATCTGTGGACATTGAAGACA 
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4）アガロースゲル電気泳動 
 PCR 産物はアガロースゲル電気泳動によって確認した。上記の条件で反応させた PCR 産物
25 μL に 6×loading dye 5 μL を加えてよく混合した。この混合物 10 μL を 2％アガロースゲ
ルにアプライして 100 V で 40 分間電気泳動した。マーカーには Gene Ladder 100（ニッポン
ジーン）5 μL をアプライした。 
 
5）染色および撮影 
 4）で電気泳動したゲルを 100 mL TBE に SYBR Gold nucleic acid gel stain(invitrogen) 5 
μL（20000 倍希釈）を加えて調整した染色液で 10 分間染色した。ゲル撮影装置（プリント
グラフ AE-6933 FXCF-US）にラップを敷き、染色後のゲルをセットした。撮影範囲を大き
さ、焦点を調整した後、UV 254 nm でバンドを可視化した。撮影した写真を取り込み、印刷
した。Analazer を用いて存在するバンドの強度を数値化した。 
 
6）試薬の調整 
 ジエチルピロカルボネイト水（DEPC 水） 
      以下のものをよく混合し、オートクレーブで滅菌した。 
    DEPC   500 μL 
    D.W.    500 mL     
      total      500 mL 
 
 TE buffer 
      10 mM Tris-HCl と 1 mM EDTA を混合し、pH 7.5 に調整した。 
     
 TBE 
以下のものを混合した。 
Tris base             54 g 
boric acid           27.5 g 
0.5 M EDTA        20 mL 
D.W.            398.5 mL       
       total              500 mL  
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３・３ 結果 
NFATc1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 NF-κB 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3-1 GME による破骨前駆細胞の遺伝子発現制御(1) 
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図 3-1 GME による破骨前駆細胞の遺伝子発現制御(2) 
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３・４ 考察 
 
 破骨細胞形成に関与する遺伝子の発現を調べた結果、図 3-1 より、c-Fos、JNK、NFATc1
の発現が減少していることがわかった。 
 
 破骨細胞において NFATc1 は特異的な機能を持っており、RANKL によって活性化されるシ
グナル伝達経路を統合するマスター転写因子として機能する。その NFATc1 の標的遺伝子とし
て、TRAP、カテプシン K、カルシトニン受容体といった破骨細胞分化特異的な遺伝子が明ら
かになっている。今回、GME 添加により NFATc1 の発現の抑制が示唆された。このことを受
け、シグナル経路を上流にさかのぼって調べたところ、c-Fos と JNK の発現抑制がみられた。
このことから、c-Fos と JNK の発現抑制により、NFATc1 の発現も抑制されたことが示唆され
た。 
 本研究で明らかになった経路は数あるシグナル伝達経路のひとつであるので、他にも検討す
べき経路があると考えている。今回抑制傾向がみられた NFATc1 は別経路のカルシウムシグナ
ルの影響によっても活性化されているため、このカルシウムシグナルの伝達経路にある遺伝子
の発現にも変化があるかもしれない。また、リコピンの作用機序のひとつに骨芽細胞からの
RANKL 発現減少があることが明らかになったが、本研究においては破骨前駆細胞内のシグナ
ル経路を調べたため、骨芽細胞からの RANKL 発現については未解明である。そのため、GME
においてもそのような作用機序があるかもしれないため検討する必要があると考えている。 
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第 4 章 総括 
 
 本研究では、先行研究によって破骨細胞形成抑制作用が明らかになったマクサメタノール抽
出物に含まれる活性成分の同定と、作用機序の解明を試みた。 
 
１．GME に含まれる破骨細胞形成抑制成分の同定 
GME を各種クロマトグラフィーに供し分画し、得られた分画物を破骨細胞形成抑制試験に
供することで、破骨細胞形成抑制作用を有する成分の同定を試みた。その結果、脂溶性画分に
複数の活性画分があることが示唆された。 
 
２．作用機序の解明 
GME の破骨細胞形成抑制作用のメカニズム解明を試みた。その結果、GME 添加群におい
て、破骨細胞形成におけるマスター転写因子である NFATc1 の発現抑制が示唆された。さらに、
その上流において c-Fos と JNK の発現も抑制されていた。これらの発現制御が成熟破骨細胞
形成抑制経路の一部を担っている可能性が示唆された。 
 
 マクサはところてんの原材料として広く利用されており、我々の食生活に普及している食品
素材であることや、日本では全国的に採取可能な海藻であることから、今後利用が大いに期待
できる食品素材の一つであると考えている。 
 
 骨粗鬆症は沈黙の疾患と呼ばれるように、臨床症状がほとんどなく、自覚症状が現れたとき
にはすでに進行した状態であることが多い。そのため、特に女性は閉経によって急激に骨粗鬆
症の危険性が高まるにもかかわらず、骨粗鬆症を予防しようという意識が低い。本研究を通し
て、骨粗鬆症予防効果のあるヘルスフードの選択肢の幅が広がることで消費者の認識を高め、
健康維持に貢献できればと考えている。 
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